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4. Includerea obligatorie a tuturor femeilor cu 
vârsta de peste 35 de ani (+23,7%) şi a celor  care 
au copii cu Sindromul Down, forma translocaţională 
(+4,6%) în programul screening-ului prenatal ar face 
posibilă majorarea efi cacităţii diagnosticului citoge-
netic prenatal cu 28,3% până la 39%.  
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Rezumat
Cuprins: gena enzimei de conversie (ACE)  la om are o inserție-deleție (I / D) de stat polimorfi c în intronul 16 pe 
cromozomul 17q23. Acest polimorfi sm a fost pe larg investigat în diferite boli. În acest studiu ne-am propus să investigăm 
frecvența polimorfi smului genei ACE I / D la femeile ce suferă pierderi de sarcină în comparatiție cu grupul-control con-
stituit din femei ce au suportat două nașteri fără complicații și, să comparăm frecvența polimorfi smului alelic a genei ACE 
I/D la populația din R. Moldova cu alte populații. Material și metode: a fost analizat ADN-ul prin metoda PCR la un grup 
de cercetare alcatuit din 160 de femei diagnosticate cu pierderi reproductive (2 și mai multe pierderi reproductive),  grupul 
control  – din 80 de femei cu 2 și mai multe sarcini normale. Femeile au vârsta cupinsă între 22 și 40 de ani. În cerecetare 
a fost inclus și un grup de 100 de persoane sănătoase, etnici moldoveni cu vârsta de până la  11±5 ani, pentru a determina 
polimorfi smul ACE (I/D) și a-l compara cu alte etnii.  Rezultate: analizând frecvența alelică și efectuând testul χ2  la 
ambele grupe obținute indică o deviere semnifi cativă a frecvențelor alelice (χ2=7,38; df=2; p=0,03). Frecvența depistării 
alelei D/D în grupul de cercetare cu 1,73 ori se întâlnește mai des, decât în grupul-control (OR1,73;  95%CI=0,96-3,13), 
în rezultatul unei analize statistice comparative a polimorfi smului genei ACE I/D între populația sănătoasă din Republica 
Moldova şi populaţia similară din alte state, se observă, că  se întâlnesc  frecvenţe asemănătoare cu India, Italia, Dane-
marca, Turcia unde χ2 nu indică devieri statistice, iar valoarea (p>0,05) este mai mare. Rezultatele diferă la compararea 
frecvenței alelice cu populația chirghiză unde valoarea (χ2=13,69; df=2; p=0,002), indică o deviere statistică veridică după 
frecvența alelice a polimorfi smului genei ACE I/D. Concluzii: la femeile cu genotipul ACE D/D riscul de a produce avort 
spontan este cu 1,73 mai mare decât la femeile din grupul-control, după analiza frecvenței polimorfi smelor genei ACE I/D 
în populaţia sănătoasă din Republica Moldova, putem argumenta că frecvența polimorfi smului alelic este similar cu cel 
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din India, Italia, Danemarca, Turcia unde χ2 nu indică devieri statistice, iar valoarea (p>0,05) este mai mare. Rezultatele 
diferă la compararea frecvenței alelice cu populația chirghiză unde valoarea (χ2=13,69; df=2; p=0,002), indică o deviere 
statistică veridică după  frecvența alelice a polimorfi smului genei ACE I/D.
Cuvinte-cheie: enzima de conversie a angiotensin transferazei, polimorfi sm inserție/deleție, avort spontan, echilibrul 
Hardy-Weinberg (HWE)
Summary:  Polymorthism  of the angiotensin  converting enzyme transferase  (ACE I/D) of the female 
reproductive  loss from  Moldova
 Background: The angiotensin-converting enzyme (ACE) gene in humans has an insertion-deletion (I/D) polymorphic 
state in intron 16 on chromosome 17q23. This polymorphism has been widely investigated in different diseases. In this 
study we aimed to investigate the implication of ACE gene in group of women who has recurent pregnancy loss in 
comparation with a control group consisting of women who had two normal pregnancy, also we investigate ACE I/D 
genotype frequency in moldovian population with others populations.  Materials and Methods: PCR methods were used 
for polymorphism determination of  ACE I/D alele in the study of a case-control group, case group was consist of 160 
women with pregnancy loss and control group of 80 womens with two normal pregnancy, also have been  investigated 
DNA of 100 healthy children aged up to 11±5 years, in order to make a comparative analysis of ACE I/D polymorphisms 
in Moldova with other countries. The distribution of genotypes was tested for deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium 
(HWE). Results: analysis of  allelic frequency and χ2 test performed in both groups indicates a signifi cant deviation 
of allelic frequency (χ2=7.38, df=2,p=0.03). A frequent detection of allele D/D research group meets 1.73 times more 
frequently than in the control group (OR=1,73; 95% CI=0.96 to 3.13), the result of a comparative statistical analysis 
of polymorphism ACE I/D among healthy population in R. Moldova and people from other states, it notes that are 
common like India, Italy, Denmark, Turkey,  where  χ2 indicates statistical similarities and the value of (p>0.05) is higher. 
Results comparing different population eliminates similarities of allelic frequence with kyrgyzian population where value 
(χ2=13.69,df=2,p=0.002), indicating a statistical deviation.  Conclusion: women with ACE D/D genotype has a risk of 
1.73 higher to produce miscarriage than women from the control group, following frequency analysis of ACE I/D gene in 
healthy population from Moldova, we argue that the frequency of allelic polymorphism is similar to that in Indian, Italian, 
Denmarks and Turkish populations where χ2 indicates statistical similarities and the value of (p>0.05) is higher. Results 
comparing different population eliminates the similar allelic with kyrgyzian population where the value of (χ2=13.69, 
df=2,p=0.002), indicating a statistical deviation. 
Key words: Angiotensin-I converting enzyme, insertion/deletion polymorphism, recurrent pregnancy loss, Hardy-
Weinberg-equilibrium (HWE).
Резюме: Полиморфизм гена ангиотензин превращающего фермента (ACE I/D) у женщин с репродук-
тивными потерями в популяций Республики Молдова
Справочная информация: Ген ингибитор ангиотензин-превращающего фермента (ACE ) в организме чело-
века находиться в двух полиморфных состояниях инсерция и делеция (I / D), в интроне 16  на хромосоме 17q23. 
Этот полиморфизм широко исследован в различных болезней. В данной работе мы провели ассоциативный ана-
лиз гена ACE I/D, в группе женщин с привычным невынашиванием беременности в сравнении с контрольной 
группой женщин с двумя  нормальными беременностями, также мы исследовали частоты аллелей ACE I/D в мол-
давской популяции в сравнении с другими популяциями.  Материалы и методы:  Группа случай состояла из 160 
женщин с потерей беременности, контрольная группа - 80 женщин с двумя нормальноми беременностями. Также 
были исследованы ДНК 100 здоровых детей в возрасте до 11 ± 5 лет, для того, чтобы сделать сравнительный ана-
лиз ACE I/D полиморфизма с другими популяциями. Метод ПЦР использовался для  определения полиморфизма 
ACE I/D аллеля. Распределение генотипов были протестированны на отклонение от закона  баланса Харди -Вай-
нберга (HWE). Результаты: Частоты аналей генa ACE по Харди-Вайнбергу в группе случая: p2=0,188, 2pq=0,431, 
q2=0,381,  χ2=1,63, p=0,2. Частоты аллелей по Харди-Вайнбергу в группе контроля: p2=0,338, 2pq=0,400, q2=0,263, 
χ2=1,63, p=0,35. В обеях групах не наблюдаетса отклонение от закона HWE, анализ частот аллелей  показывает 
спатистически значимое различия частот аллелей в обеих группах ( χ2=7,38,df =2,р= 0,03). Встречаемость аллеля 
D/D в группе случай в 1,73 раза чаще, чем в контрольной группе, что указывает на повышенный риск невына-
шивания беременности (OR=1,73, 95%CI=0,96- 3,13  р=0,03). Сравнительный анализа частот полиморфизма ACE 
I/D между здоровым населением Р. Молдовы и популяциями других стран выявил отсутствие отличий в частоты 
встречаемости аллелей с Индией, Италии, Дании, Турции  (р> 0,05) и статистически значимое отличие в частотах 
аллелей с киргизкой популяцией (χ2=13,69,DF=2, р = 0,002). Вывод:  Женщины с ACE D/D генотипом имеют 
повышенный  риск (в 1,73 раз) выкидыша. Частотный анализ гена ACE I/D в здоровой популяции Р. Молдовы 
соответствует частотам популяции в Индии, Италии, Дании, Турции и отличаются от киргизкой популяции. 
Ключевые слова: ангиотензин-превращающий фермент,  полиморфизм   инсерция/делеция, первичное не-
вынашивание беременности, равновесие Харди-Вайнберга (HWE).
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Introducere
Pe parcursul ultimilor 40-50 de ani se considera 
că cauzele principale ereditare a avorturilor sponta-
ne pe stadiile timpurii a gravidității sunt anomaliile 
cromozomiale, care se inregistrează aproximativ la 
70% din cazuri. Încadrarea în genetica contemporană 
a noilor tehnologii și metode de diagnostic molecular 
au lărgit vital înțelesul de „genetica avortului spon-
tan” [10]. În timpul de față se consideră că avorta-
rea spontană poate fi  datorită nu numai anomaliilor 
cromozomiale, dar și de mutațiile genelor și, să fi e 
rezultatul predispoziției ereditare pronunțate. În ulti-
mul caz avortarea spontană poate fi  privită ca o boală 
multifactorială tipică, deci, ca un rezultat a expresiei 
funcționale a variantelor slăbite (alelelor), majori-
tatea genelor pe fonul factorilor nefavorabili, cât de 
natură externă atât și internă [4;10]. De asemenea, 
contribuția relativă a factorilor genetici și ambien-
tali în fi ecare caz poate fi  diferit. Natura  genetică a 
avortului spontan este  multifactorială și în prezent 
este compusă, în mare masură, din șapte grupe dife-
rite de gene, dintre care fi ecare grupă indică o rețea 
individuală de gene [1;10]. Pe parcursul a ultimilor 
5-7 ani a fost studiat polimorfi smul a 40 de gene, care 
au predispoziția ca în anumite condiții să provoace 
cauza principală a avortului spontan [10].  Gena ACE 
determină sinteza enzimei de conversie a angiotensi-
nei I (ACE) - factorul-cheie a sistemului renină-an-
giotensină, element major în menținerea echilibrului 
între factorii vasoconstricției și vasodilatării și, re-
spectiv,  în reglarea tonusului vascular [2;3]. Enzima 
dată controlează transformarea angiotensinei I în an-
giotensina II, care la rândul său este un factor vaso-
constrictiv [5;7]. Schimbarea concentrației metabo-
liților vasculari joacă un rol important în stabilirea, 
dezvoltarea complexului feto-placentar și, reglarea 
circulației sangvine în placentă. În anumite lucrări 
s-a stabilit asocierea polimorfi smului genei ACE cu 
avorturile spontane [4;6;8;12].  O anumită variație a 
genei ACE a fost asociată cu un risc crescut la mai 
multe patologii, inclusiv, accident vascular cerebral 
și complicații ale diabetului [1;2;3;9]. Această varia-
ție genetică,  numită ACE I / D polimorfi sm, implică 
o regiune de ADN care se întinde pe 287 de blocuri 
de construcție a ADN-ului (nucleotide). O variantă a 
genei ACE care include această regiune, este numită 
inserare, sau alela I. O altă variantă este lipsa acestei 
regiuni a ADN-ului și este numită ștergerea, sau alela 
D. Pentru că oamenii au două copii ale fi ecărei gene, 
fi ecare individ poate avea două alele I (II), două alele 
D (DD), sau una din fi ecare alelă (ID). Modelul DD 
este asociat cu nivel mai ridicat de inhibitori a enzi-
mei de conversie decât modelul II. Modelul ID este 
asociat cu niveluri intermediare [1;2;5]. Femeile cu 
modelul DD de alele au un risc crescut de accident 
vascular cerebral, boli cardiovasculare, îndeosebi, 
hipertonie, cu unele forme de gestoze și reținerea 
dezvoltarii fetale [5;6;11;12]. Au fost identifi cate de-
osebiri semnifi cative între liniile genotipurilor D/D 
a genei ACE și 4G/4G a genei PA II la pacientele 
cu risc crescut la avorturi spontane în comparație cu
grupul-control [10]. 
Scopul lucrării. 
Studierea genei angiotensin transferazei II (ACE), 
la femeile cu pierderi reproductive.
 Material și metode molecular genetice.
Grupul de studiu:
Acest studiu a fost realizat in cadrul Istitutului Ma-
mei și Copilului, Laboratorul de Genetică Moleculară 
Umană, din Republica Moldova între 2011-2014. Gru-
pul de pacienți  constatat  din 160 de femei diagnosti-
cate cu pierderi reproductive (2 și mai multe pierderi 
reproductive), iar grupul-control – din 80 de femei cu 2 
și mai multe sarcini normale. Femeile au vârsta cupin-
să între 22 și 40 de ani. În cerecetare a fost inclus și un 
grup de 100 persoane sănătoase, etnici moldoveni cu 
vârsta de până la11±5 ani, pentru a determina polimor-
fi smul ACE (I/D)  și a-l compara cu alte etnii.
Detectarea genotipurilor:
ADN-ul genomic a fost extras din sângele perife-
ric cu ajutorul Qiagen Genta Puregene Kit  şi supus 
reacţiei de polimerizare în lanţ, care a fost efectuată 
în amplifi catorul EppendorfMastercyclerPro, utili-
zând anumite programe de amplifi care (tab. 1) [2].
Amplifi acarea regiunilor specifi ce de ADN s-a 
efectuat într-un amestec de reacţie cu volumul de 25μl 
care conţine: 0.2 mM de fi ecare dNTP (dATP, dTTP, 
dCTP, dGTP), 0.6-0.7 U DreamTaq DNA Polymera-
se, 0.5-1 μg de ADN matriţă, 0.25μM de fi ecare oli-
gonucleotid (forward-primer şi reverse-primer), 2.5μl 
de 10X DreamTaq™ Green Buffer(KCl, (NH4)2SO4), 
20 mM MgCl2 şi se adaugă H2O până amestecul de 
reacţie va avea un volum de 25μl (Thermo scientifi c).
Secvenţele  oligonucleotidelor (Thermo scienti-
fi c) sunt reprezentate în tabelul 1 [2].
După reacția de polimerizare în lanț, probele s-au 
separat prin electroforeza în gel de poliacrilamidă cu 
concentraţia de 7,5% sau gel de agaroză cu concen-
trația de 2%, folosind markerul O’GeneRuler DNA 
Ladder, 100-1000 bp (Thermo scientifi c). Amplifi ca-
rea a fost efectuată cu succes dacă banda de ADN era 
de mărimea corespunzătoare şi nu erau prezente alte 
benzi. Genotipul homozigot după alela normală (I/ I) 
poate fi  identifi cat prin prezenţa unei benzi de 490 pb, 
iar genotipul homozigot după alela mutantă (D/D) 
– de banda de 190pb, în plus, toate probele genotip 
D/D au fost confi rmate folosind primeri (ACE D) cu 
condiții PCR identice cu excepția unei recoacere tem-
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peratură de 67°C, care a produs o bandă de 335-bp 
numai în prezența alelei I [2].
Analize statistice:
Pentru analiza statistică am folosit calculatorul 
statistic online: http://gen-exp.ru/calculator_or.php. 
Echilibrul Hardy-Weinberg a fost testat pentru iden-
tifi carea polimorfi smului. Testul χ2 a fost calculat 
pentru a compara frecvențele rezultatelor așteptate și 
celor observate. Valorile p<0,05 au fost considerate 
statistic semnifi cative. Compararea grupurilor con-
form indicilor calitativi a fost evaluată cu ajutorul 
indicatorilor de raport al şanselor (OR) [3;13;14;15].
Rezultate şi discuţii:
Analiza molecular genetică, distribuția polimor-
fi smului ACE I/D  în grupul control și cel de cercetare
Polimorfi smul ACE I/D prezintă  interes pentru 
cercetare, întrucât în caz de substituții sau deleții ale 
genei, poate fi  asociat cu diferite patologii multifacto-
riale [5]. Deleția genei ACE se determină prin absența 
fragmentelor corespunzătoare   (fi gura 1). 
Astfel, genotipul ACE I/I se întâlnește la 18,5% 
femei cu pierderi reproductive şi 33,75% femei să-
nătoase, genotipul ACE I/D se întâlnește la 43,125% 
femei cu pierderi reproductive  și 40% femei sănă-
toase, genotipul ACE D/D se întâlnește la 38,125% 
femei cu pierderi de sarcină și 26,25% femei sănătoa-
se analiza statistică a frecvenței alelice după HWE: 
p2=0,188, 2pq=0,431, q2=0,381, χ2=1,63 , p=0,2, nu 
idică devieri de la această lege la grupul de cerceta-
re, la grupul-control au fost stabilite frecvențele alelice 
după  HWE: p2=0,338, 2pq=0,400, q2=0,263 ,χ2=0,86, 
p=0,35.   Analizând frecvența alelică și efectuând testul 
χ2  la ambele grupe obținute  indică o deviere semnifi -
cativă a frecvențelor alelice (χ2=7,38; df=2; p=0,03). 
Frecvența depistării alelei D/D în grupul de cercetare 
cu 1,73 ori se întâlnește mai des decât în grupul-control 
(OR1,73;df=2  95%CI=0,96-3,13), (tabelul 2). Acest 
fapt indică că femeile purtătoare a genotipului D/D au 
un risc de 1,73 mai mare de pierdere reproductivă.
Tabelul 1
Secvenţa primerilor utilizaţi în cercetare
Nr. Denumirea mutației Secvența primerilor
Temperatura de 
aliniere
1 ACE I F: CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT        580C
R: GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT
2 ACE D F: TCGGACCACAGCGCCCGCCACTAC        580C
R: TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA
Fig. 1. Electroforegrama analizei polimorfi smului ACE I/D cu ambele seturi de primeri: M- marker molecu-
lar leader 50pb; 7 - homozigot după alela normală; 2,5,8 - homozigot după alela mutantă; 1,3,4,6 - genotip 
heterozigot după polimorfi smul 
genei ACE
   Tabelul 2
 Distribuția polimorfi smului ACE I/D în grupul de cercetare și grupul-control
Genotipuri Case Control          χ2     P OR
n=160 n=80      OR  95%CI
Genotip I/I 0,188 0,338    
   7,38    0,03
    0,45 0,25-0,83
Genotip I/D 0,431 0,400     1,14 0,66-1,96
Genotip D/D 0,381 0,263     1,73 0,96-3,13
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Compararea rezultatelor  polimorfi smului 
ACE I/D din populaţia noastră cu datele din alte 
populaţii 
Analizând frecvența polimorfi smului ACE I/D în 
grupul populațional general de moldoveni constituit 
din 100 de copii cu vârsta medie 11±5 ani de ambele 
sexe, constatăm predominarea genotipului heterozi-
got: I/D=52%; I/I=21% și D/D=27%, unde frecven-
ța alelică are următoarele caracteristici (χ2=0,05088; 
df=1; P=0,821).
Aceste date sunt veridic asemănătoare cu datele 
obținute în cercetarea frecvenței ACE I/D în alte po-
pulații (tabelul 3) [13;14;15].
Tabelul 3
Analiza statistică a rezultatelor polimorfi smului ACE I/D din populația noastră cu alte populații
     Populația Frecvența genotipurilor Frecvența alelelor
           
Comparație statistică cu 
populația R.M.
D/D I/D I/I    D     I       χ2     P
R. Moldova  27  51  22 0,525 0,475
India  30  49  27 0,514 0,496 0,53 0,77
Italia  31  41  14 0,60 0,40 2,05 0,15
Chirghizia  20  91  69 0,36 0,64 13,69 0,002
Danemarca  80  138  39 0,58 0,42 2,47 0,29
Turcia  49  59  01 0,73 0,27 25,78 3,06
În rezultatul unei analize statistice comparative a 
polimorfi smului genei ACE I/D între populația sănă-
toasă din Republica Moldova şi populaţia similară din 
alte state, se observă, că  se întâlnesc  frecvenţe ase-
mănătoare cu India, Italia, Danemarca, Turcia unde χ2 
nu indică devieri statistice, iar valoarea (p>0,05) este 
mai mare [3;14;15]. Rezultatele diferă la compararea 
frecvenței alelice cu populația chirghiză unde valoa-
rea (χ2=13,69; df=2; p=0,002), indică o deviere statis-
tică veridică după  frecvența alelică a polimorfi smului 
genei ACE I/D [13].
Concluzii
1. Cercetarea polimorfi smului genei ACE I/D în 
grupul-control şi grupul de cercetare a elucidat o de-
viaţie statistic semnifi cativă, la femeile cu genotipul 
D/D, riscul de a produce avort spontan este cu 1,73 
mai mare, decât la femeile din grupul-control.
2. Au fost identifi cate diferenţe în grupul-control 
și cercetare în ceea ce priveşte frecvenţa polimorfi s-
mului alelic (χ2=7,38; df=2; p=0,03), o deviaţie sta-
tistic semnifi cativă de la echilibrul Hardy-Weinberg.  
3. Ca urmare a analizei frecvenței polimorfi s-
melelor genei ACE I/D în populaţia sănătoasă din 
Republica Moldova, putem argumenta că frecvența 
polimorfi smului alelic este similar cu cel din India, 
Italia, Danemarca, Turcia unde χ2 nu indică devieri 
statistice, iar valoarea (p>0,05) este mai mare. Re-
zultatele diferă la compararea frecvenței alelice cu 
populația chirghiză unde valoarea (χ2=13,69; df=2; 
p=0,002), indică o deviere statistică veridică după 
frecvența alelică a polimorfi smului genei ACE I/D.
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Rezumat
Fenilcetonuria (PKU) este o patologie metabolică ereditară cu transmitere autozom recesivă cauzată de defi cienţa 
enzimei fenilalanin hidroxilaza (PAH). În urma blocului enzimatic creşte cantitatea Phe şi a metaboliţilor ei care sunt ex-
trem de toxici pentru sistemul nervos în dezvoltare, suscitând un retard mental sever. Analizând rezultatele screening-ului 
neonatal frecvenţa PKU în Republica Moldova poate fi  considerată de 1 la 7325 de nou-născuţi, cu o rată medie de cu-
prindere de 75,2%. Scopul lucrării a fost de a aprecia frecvenţa mutaţiilor cercetatate în gena PAH la pacienţii cu PKU 
moldoveni şi de a monitoriza efi cienţa diagnosticului molecular-genetic a PKU în Republica Moldova. Pentru aceasta au 
fost supuse cercetării molecular-genetice 89 de mostre de ADN a pacienţilor cu PKU moldoveni. În urma cercetării mole-
culare s-a  stabilit că cea mai frecventă mutaţie în gena PAH în populaţia moldovenească este R408W (50,0%) urmată de 
P281L (5,1%), R262Q (3,9%) R158Q, R252W, (a câte 2,8% fi ecare), IVS12nt1 (2,3%). Spectrul mutaţional din gena PAH 
cercetat în Republica Moldova la momentul actual permite depistarea mutaţiilor cu rata de 69,7%, ceea ce accentuează 
necesitatea implementării noilor metodici pentru depistarea mutaţiilor noi, ceea ce ar efi cientiza efectuarea diagnosticului 
prenatal în familiile cu risc prevenind naşterea copiilor cu PKU în Republica Moldova. 
Cuvinte-cheie: fenilcetonurie, gena PAH, mutaţie, fenilalanina, diagnosticul molecular-genetic
Summary: Molecular-genetic analysis of PAH gene mutations in PKU patients from Republic of Moldova
Phenylketonuria (PKU) is an inherited metabolic pathology autosomal recessive caused by defi ciency of the hepatic 
enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH). Enzymatic block caused by mutations in the PAH gene increases blood Phe 
levels, that leads to severe mental retardation with clinical and biochemical polymorphism. According to neonatal screen-
ing data the frequency of PKU in Republic of Moldova is 1 to 7325 newborns, the mean screening rate being 75,2%. Aim 
of the study was to appreciate the frequency of PAH gene mutations in the Moldavian PKU patients and to monitor the 
effectiveness of molecular-genetic diagnosis of PKU in Moldova.  For this reason were investigated 89 DNA samples of 
Moldavian PKU patients. Using molecular research data there has been established that the most common mutation in the 
PAH gene in Moldavian PKU population is R408W (50,0%) followed by P281L (5,1%), R262Q (3,9%), R158Q (2,8%), 
